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Abstractor EP 0224800 (A2) 
The method for cultivating cells entails a cell culture 
being maintained in substantially homogeneous 
suspension in a reactor under controlled ambient 
conditions in a culture medium using a stirring 
device, nutrients for the cells being fed in, and waste 
products of the cells being removed. A particularly 
high cell density and product yield is achieved by the 
combination of the following measures: a nutrient 
medium separate from the culture medium is used 
and flows in a flow path which is separated from the 
culture medium by a semipermeable membrane, the 
membrane being permeable for the nutrients and 
the waste products of the cells but impermeable for 
the high molecular weight constituents of the culture 
medium.; The culture medium with the cells is 
passed by one side of the membrane, the nutrient 
medium containing the nutrients is passed by the 
other side of the membrane so that nutrients pass 
out of the nutrient medium through the membrane 
into the culture medium, and waste products pass 
out of the culture medium Into the nutrient medium. 
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0 Verfahren und Vorrichtung zum Kuttlvleren von Zeilen. 



® Verfahren zum Kultivieren von Zellen. be! dem eine Zellkultur in einem Reaktor unter kontrollierten 
Umweltbedingungen in einem Kulturmedium mittels einer ROhreinrrchtung in weitgehend homogener Suspension 
gehalten wird. Nahrstoffe fOr die Zellen zugefUhrt und Abfallprodukte der Zellen abgefOhrt werden. Eine 
besonders hohe Zelldichte und Produktausbeute wird durch die Kombination folgender MaBnahmen erreicht Es 
wird ein von dem Kulturmedium getrenntes NShrmedium verwendet, das In einem von dem Kulturmedium durch 
eine semipermeable Membran getrennten Stromungsweg stromt, wobei die Membran so ausgelegt ist daiJ sie 
fOr die NShrstoffe und die Abfallprodukte dor Zellen durchlSssig ist, fUr die hOhenmolekularen Bestandteile des 
Kuiturmediums aber undurchlSsslg ist, an der einen Seite der Membran wird das Kulturmedium mit den Zellen 
vorbeigefQhrt. an der anderen Seite der Membran wird das die NShrstoffe enthaltende Nahrmedium vorbei- 
gefOhrt. so daC Nahrstoffe aus dem NShrmedium durch die Membran In das Kulturmedium gelangen und 
Abfallstoffe aus dem Kulturmedium in das Nahrmedium gelangen. 
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Verfahren und Vorrlchtung zum Kultlvleren von Zellen 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Vorrichtung zum Kultivieren von Zellen Im 
Rahmen der Biotechnologie. Insbesondere richtet sie sich auf die Vermehrung von Saugetierzellen in vitro. 

Im Rahmen der Biotechnologie werden biologische Produkte, beispielsweise monoklonale Antikorper, 
Interferone, Impfstoffe, Plasminogen-Aktivatoren uva., mit Hllfe von Zellen. insbesondere Saugetierzellen, 

5 erzeugt. Die Wirtschaftlichkeit derartiger Verfahren ist wesentlich davon abhangig. dafi sich die Zellen 
mdglichst stark vermehren und In ihrem Innern eine moglichst hohe Konzentration der gewunschten 
Substanz erreicht wird. Um diese Ziele zu enreichen, werden an die Verfahren und Vorrichtungen zur 
gro^technlschen Kultivtenjng von Zellen besondere Anforderungen gestellt. So mu/3 insbesondere fOr eine 
"ausreichende Nahrstoffzufuhr sowie Zufuhr von Gasen, insbesondere Sauerstoff. Sorge getragen werden. 

70 Abfallprodukte. d.h. Stoffwechselprodukte der Zellen, die nicht in der Zellkultur gebraucht werden und deren 
Wachstum vielfach hemmen, mQssen entfernt werden. Auch alle CJbrigen Umweltbedingungen, wie bei- 
spielsweise Temperatur und pH-Wert sollen moglichst optimal sein. 

In dem Artikel "Mammafian cell culture: engineering principles and scale-up" von M.W. Glacken et aJ in 
der Zeitschrift "Trends in Biotechnology". 1983. p. 102 -108 sind diese Probleme und eine Vielzahl von 

75 Konstruktionsprinzipien fOr entsprechende Gerate zur Kultivierung von Zellen dargestellt. 

Wie diesem Artikel zu entnehmen ist, mu/J man zwischen Suspensionszellen und tragerabhangigen 
Zellen unterschetden. Wahrend die Suspensionszellen frei in dem Zelikulturmedium schweben und wach- 
sen kdnnen. bedQrfen die tragerabhSngigen Zellen. die auch als adharente Zelle bezeichnet werden, etnes 
festen Tragers, um Qberieben und wachsen zu kdnnen. 

20 In dem Artikel wird neben den oben erwMhnten Problemen besonderes die Problematik des "upscaltng" 
herausgestelit. Es hat sich namlich gezeigt, dafl Methoden, die Im LabormaSstab ausreichend funktionieren, 
fur die Massenproduktion ungeeignet sind. 

Traditionell werden Saugetierzellen ebenso wie Bakterienzellen primar als Suspensionskulluren in 
Bioreaktoren kultiviert. die auch als Fermenter bezeichnet werden. In einem derartigen GefaO kdnnen die 

25 Umweltbedingungen genau kontrolliert werden. Eine Ruhretnrichtung bewegt das Kulturmedium im innem 
des Reaktors urid sorgt somit fQr eine homogene Verteilung der Zellen. Eine entsprechende Kuhurtechntk 
wifd fOr adharente Zellen dadurch moglich, daB sich diese auf kleinen Tragerkugelchen befinden. die als 
"Micro Carrier" bezeichnet werden. Diese schweben in dem Kulturmedium. 

Die Zufuhr von NShrstoffen zu den Zellen und die Abfuhr von Abfallstoffen geschieht bei Suspensions- 

30 kulturen in Bioreaktoren nach einem der folgenden drei Verfahren: 

im Batchbetrieb wird der Reaktor diskontinuieriich betrieben. Bei Beginn eines Ansatzes enthSIt das 
Kultumnedium Oblicherweise ein Seaim. beispielsweise fdtales KSIbersemm (FKS) und die notwendigen 
Nahrstoffe, beispielsweise Glucose, Vitamine, AminosSuren und Mineralien. Im Betrieb werden diese 
verbraucht, so dafl das Medium immer mehr an Nahrstoffen verarmt. Gleichzeitig nimmt die Konzentration 

35 von Abfallprodukten zu. was schlieflllch zu einer Behinderung des Zellwachstums fuhrt. Die Folge davon ist 
ein Veriauf der Zelldichtekun/e, wie er in Figur 1 a dargestellt ist. Die Zeildichte erreicht einen Maximalwert 
von etwa 10* Zellen/ml und nimmt danach wieder ab. Deswegen wird die Kultivierung abgebrochen. wenn 
die maximate Zeildichte erreicht ist Der Reaktorinhait wird dann der Weiterverarbeitung zugefUhrt. Dieses 
Verfahren ist insoweit unbefriedigend. als sich die Umwelt der Zellen stSndig Sndert und deswegen 

40 wahrend der meisten Zeit des Fermentationsvorgangs keineswegs optimal ist. Dies konnte zwar vert^essert 
werden, indem das Kulturmedium mehrfach aufgefrischt wird. ohne dabei Zellen zu entnehmen. Dazu 
muBte jedoch wiederholt eine Teilmenge des Kulturmediums entfernt werden, obwohl es noch keineswegs 
verbraucht ist. Ein- derartiges Verfahren ist aufierst aufwendig. well die bekannten Kulturmedien schwer zu 
beschaffen und deswegen teuer sind. 

45 In dieser Hinsicht besser ist das sogenannte "Fedbatch-Verfahren", bei dem wahrend des Fermenta- 
tionsvorganges nicht frisches Kulturmedium in seiner Gesamtheit, sondern nur die verbrauchten Nahrstoffe 
kontinuierlich zugefOhrt werden. In der Praxis bringt dieses Verfahren jedoch keine wesentlichen Vorteile, 
weil die Zunahme der Abfallstoffe zu einem ahnlichen charakteristischen Veriauf der Zeildichte wahrend des 
Kultivierungsvorganges fUhrt wie beim reinen Batchverfahren. 

50 Das dritte Verfahren ist das kontinuierliche Verfahren in einem sogen^nten Chemostat Oder Cytostat. 
Hier kdnnen die Umweltbedingungen gieichma0ig eingestellt werden, so 6aQ die Zellen optimal wachsen 
konnen. Das Verfahren ist jedoch sehr aufwendig. weil kontinuierlich Kulturmedium zugefuhrt und abgefOhrt 
wird. Aufierdem wird auch bei diesem Verfahren keine wesentlich hdhere Zeildichte als bei den vorgenan- 
nten Verfahren enreicht weil mit dem auslaufenden Zelikulturmedium stSndig auch Zellen aus dem Reaktor 
abgefQhrt werden. 
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Unabhangig davon. welches der drei beschriebenen Betriebsverfahren fGr Suspensionskulturen gewahit 
wird. sind also die Ergebnisse nicht befriedigend. insbesondere weil der Verbrauch an wertvollem Zellkultur- 
medium zu hoch ist und weil eine hfihere maximale Zelldichte wunschenswert ist. Dieses letztere Kriterium 
ist von besonderer Bedeutung. weil die vorliegenden Erfahmngen zeigen. dafl die Konzentration der gewun- 

5 schten Produkte in den Zellen mit zunehmender Zelldichte zunimmt. Eine Sleigerung der Zelldichte fOhrt 
deshalb zu einer uberproportionalen Steigerung der Ausbeute an Produkt 

Um eine weltere Verbesserung zu en-eichen . wurden neue Verfahren vorgeschlagen. 
Die sogenannten "Systeme mit kOnstlichen Kapillaren" bestehen im wesentlichen aus einem BOndel 
von DIalyse-Hohlfasern, die im Inneren eines hohlen Zylinders angeordnet sind. Sie werden vor alien 

fo Dingen fur die Kultivation adharenter Zellen empfohlen. Dabei werden die Zelfen auf der Auflenseite der 
Hohlfasern angelagert . befinden sich als in den ZwischenrSumen zwischen den Hohlfasern innerhalb des 
zylindrischen Gehauses. Ein Kulturmedium stromt durch die Innenseite der Kapillaren. Luft wird durch die 
GehauseauBenseite den Zellen zugefuhrt. Mit einem derartigen Verfahren wird eine verhaltnismaflig 
gleichmaBige und sparsame Zufuhr der NShrstoffe zu den Zellen en^icht. Auch die Zelldichte konnte 

15 geringfugig erhdht werden. Obwohl die Zufuhr der Nahrstoffe gleichmaflig ist, zeigt sIch jedoch, dafl die 
Zellen unterschiedllch gut versorgt werden. Dies wird insbesondere darauf zuruckgefuhrt, dad sie in 
mehreren Schichten auf den Kapillaren sitzen. Dadurch wird auch die Sauerstoffzufuhr beschrankt, was zu 
einer erhohten Produktion an Abfallprodukten fuhren kann. 

Derartige Hohlfaserlermenter sind in den europSischen Patentanmeldungen mit den Publikationsnum- 

20 mer 112 154 und 112 155 beschrieben. In der letztgenannten Druckschrift ist das System Insoweit variiert. 
als die Zellen mittels einer Pumpe im Krelslauf durch den Kultivationsmodul gepumpt werden. 

Hohlfasern, deren Wande aus einem Membranmaterial bestehen, werden auch bei dem in der japani- 
schen Offenlegungsschrift 60-20 75 81 beschriebenen Zellkultivierungsverfahren eingesetzt. Die Hohlfasern 
befinden sich im Kulturmedium im Innenraum eines Fermenters. Das Innere der Hohlfasern ist uber eine 

25 einzige Leitung. die sowohl der Zufuhr als auch der Abfuhr von Flussigkeiten dient mit dem Auflenraum 
verbunden. Mit Hilfe einer Pumpe werden durch diese Leitung Abfallstoffe der Zellen durch die Wandung 
der Hohlfasern hindurch abgesaugt bzw, in einem zeitlich davon getrennten Zyklus sterilisiertes Wasser. 
welches den Zellen nicht schadet. zugefOhrt. Diesem sterilisierten Wasser kSnnen gegebenenfalls auch 
Nahrstoffe fur die Zellen beigefugt sein. Im Betrieb wird abwechseind in die KulturflUssigkeit hineingepumpt 

30 und aus dieser abgesaugt. Dieser Zyklus wird fortlaufend wiederholt. Um die Nachteile der diskontinuierli- 
Chen Betriebsweise zu vermeiden werden bevorzugt eine geradzahlige Anzahl von Hohlfaserbiindeln 
eingesetzt. welche altemierend betrieben werden, d. h, wahrend durch die eine HSIfte der HohlfaserbQndel 
aus dem Kultumnedium abgesaugt wird, wird durch die andere HSIfte der HohlfaserbOndel ROssigkeit 
zugefuhrt. Dieses Verfahren ist verhaltnismaBg aufwendig und bringt die Gefahr mit sich, dafl die Hohlfa- 

38 sern durch die stSndige alternierende Druckbelastung von der einen und von der anderen Seite beschadigt 
werden. 

Eine andere neuartige Technologie sieht vor, die Zellen in kugelformige Mikrokdrper aus einem 
semipermeabten Membranmaterial einzuschlieflen. Dies wird in dem zttierten Artikel ats einziges neues 
Verfahren fOr die Kultivierung von Suspensionszellen bezeichnet. Es fOhrt zu einer ErhShung der ZelWichte 

40 in den kleinen Kugelkorpern, was wiederum eine Erhdhung der Produktausbeute nach sich zieht. Das 
Ernten der Zellen ist einfach, weif sich die Kugelkorperchen aufgrund der Schwerkraft absetzen, wahrend 
Bnzelzellen in der Regel zentrifugiert werden mOssen. Diesen Vorteilen stehen sehr hohe Kosten fOr das 
Einkapsein der Zellen gegenGber. Auflerdem ist die Sauerstoffzufuhr zu den Zellen beschrankt. was 
wiederum den Kultivationserfolg mindert. 

45 Vor diesem Hintergmnd stellt sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe. ern einfaches und ko- 
stengUnstiges Verfahren und eine entsprechende Vorrichtung zur Kultivierung von Zellen zur VerfOgung zu 
stellen, die eine erhShte Zelldichte und infolgedessen eine erhShte Produktausbeute ennQglichen. 
Diese Aufgabe wird durch die in den AnsprUche gekennzeichnete Erfindung gelost. 
Die Erfindung geht von dem klassischen Bioreaktor aus, In dessen Innenraum sich die Zellen befinden. 

50 Sie eignet sich besonders fOr Suspensionszellen, ist jedoch auch auf adharente Zellen anwendbar. 
insbesondere wenn diese auf Mikro-Carriern angesiedelt sind, wie dies in dem zitierten Artikel beschrieben 
ist. In dem Reaktor werden die Zellen mit Hilfe einer ROhreinrichtung in weitgehend homogener Suspension 
gehalten. Die Umweltbedingungen. also insbesondere die Temperatur, der Sauerstoffpartialdruck und der 
pH-Wert werden mit den fUr Bioreaktoren bekannten Verfahren kontroiliert und im optimalen Bereich 

55 konstant gehalten. 
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Ein wesentlicher Unterschied gegenuber den bekannten Verfahren besteht bei der Erfmdung darin, wie • 
die Nahrstoffe zu den Zellen zugefuhrt und die Abfallprodukte von den Zellen abgefOhrt werden. Dies ge- 
schieht mit Hilfe einer semipermeablen Membran. die zwei Raume voneinander trennt. Der einen Seite der 
Membran wird das Kulturmedium aus dem Innenraum des Reaktors zugefuhrt. Es enthalt neben den Zellen 

5 insbesondere die in den bekannten Kuitumnedien stets enthaltenen EiweiOsubstanzen. insbesondere das 
oben erwMhnte fdtale KMIberserum. Von denn Kulturmedium getrennt ist ein NShrmedium. das ledigfich die 
relativ niedermolekufaren Nahrstoffe enthalt, die von den Zellen laufend verbraucht werden. 

Eine semipermeable Membran ist eine Trennwand. durch die manche Molekule hindurchdiffundieren 
konnen. wahrend andere MolekOle zuruckgehalten werden. Fur die vorliegende Erfindung muB die 

70 Durchlassigkeit der Membran so ausgelegt sein. da/3 sie fOr die relativ niedermoiekuiaren Nahrstoffe der 
Zellen sowie fOr deren Abfallprodukte durchlSssig. fOr die hShermolekularen Bestandteile des Kulturme- 
diums aber undurchlassig ist. Die Membran hSIt infolgedessen die hochmolekularen und besonders 
wertvollen Bestandteile des Kulturmediums in diesem fest. Sie werden wMhrend des Kultlvationsvorgangs 
praktisch nicht verbraucht so da5 sie nicht zugefuhrt werden miissen. Die niedermoiekuiaren Nahrstoffe 

75 dagegen konnen die Membran passieren. so daO auf beiden Membranseiten naherungsweise die gleiche 
Konzentration an diesen Stoffen vorherrscht. Ahnltches gilt auch fQr die Abfallprodukte der Zellen, die aus 
dem Kulturmedium durch die Membran in das NShrmedium gelangen. 

Beide Medien werden nun derartig in Bewegung gehaiten, 6aQ sie auf der jeweiligen Membranseite 
fortlaufend vorbeistromen. Dadurch wird einerseits auf der Nahrstoffmedium-Seite der Membran standig 

20 eine ausreichend hohe Nahrstoffkonzentration und eine ausreichend niedrige Abfallstoffkonzentration auf- 
rechterhalten. Andererseits ist auch das Kulturmedium insgesamt so weitgehend homogen, da/3 uberall 
weitgehend optimale Wachstumsbedingungen fOr die Zellen herrschen. Im einzelnen muB die Konzentration 
der Nahrstoffe in dem NMhrmedium, die Stromungsgeschwindigkeit. mit der das Nahrmedium an der 
Dialysemembran vorbeigefuhrt wird und die Austauschftache der Dialysemembran sowie die Stromungsge- 

25 schwindigkeit, mit der das Kulturmedium an der Membran vort>eistr6mt, so aufeinander abgestimmt sein, 
daB im stationaren Zustand die Konzentration der Nahrstoffe in dem Kulturmedium optimiert ist und daB die 
Konzentration der Abfalistoffe in dem Kulturmedium so gering ist. dai3 das Wachstum der Zellen nicht 
wesentlich gestort wird, 

Oberraschenderweise hat sich gezeigt. da0 auf diese Weise mit Hilfe einer Dialysemembran nicht nur 

30 deren unmittelbare Umgebung in einem DIalysator, sondem der gesamte Innenraum eines Bioreaktors 
auiSerordentlich gut mit NShrstoffen versorgt werden kann und dafl die Abfallprodukte auf einer so geringen 
Konzentration gehaiten werden konnen, 6aB sie das Wachstum kaum stdren. Insgesamt ergeben sich 
damit, wie im folgenden noch nSher dargelegt wird, Zelldichten und Produktausbeuten. die den klassischen 
Suspensionskulturen welt Uberiegen sind. Dennoch Ist das Verfahren einfach und fur die Herstellung grower 

35 Mengen sehr gut geeignet. 

Die semipermeable Membran kann als ebene Rache, die zwei entsprechende Kammern trennt, 
ausgebildet sein. Sie kann auch schlauchf5rmig gestaltet sein oder es kann ein Plattendialysator verwendet 
werden. Besonders bevorzugt werden Membranhohlfasern verwendet. Dabei stromt bevorzugt das 
NShrmedium im Innem der Hohlfasern, wahrend das Kulturmedium die AuBenseite der Hohlfasern umsptllt. 

40 Eine erste AusfUhrungsform der Erfindung, die sich besonders zur Umrtistung bereits vorhandener 
Bioreaktoren eignet. sieht vor, dafi die Membran aufierhaib des Bioreaktors angeordnet ist Die Membran 
befindet sich in etnem Qehause, in dem sie zwei Raume trennt Diese Enheit wird im folgendem als 
Dtalysator bezeichnet Dabei ist die NShrmedium-Seite der Membran. im Falle eines Hohlfaserdialysators 
bevorzugt das Innere der Hohlfasern, mit einem Vorratstank fur Nahrlosung verbunden. Mittels einer Pumpe 

45 wird die Nahrlosung im Kreislauf durch den Dialysator und zurOck in den Vorratsbehalter gepumpt In 
einem zweiten Kreislauf wird das Kulturmedium dem Bioreaktor entnommen. ebenfalls durch den DIalysator, 
namlich auf der Kuiturmedium-Seite der Membran, gepumpt und wieder in den Bioreaktor zurUckgefGhrt. 

Dem gegenUber wesentlich bevorzugt ist eine Version, bei der die Membran im Bioreaktor angeordnet 
ist Im Falle von Membranhohlfasern ISBt sich dies in der Weise realisieren. daO das HohlfaserbOndel, das 

50 an beiden Enden mit entsprechenden Anschlufikopfen versehen ist. In dem Bioreaktor frei angeordnet ist. In 
diesem Fall wird das Kulturmedium durch die in dem Bioreaktor vorhandene Riihreinrichtung an der 
semipermeablen Membran vorbeigefuhrt. Bevorzugt ist die Ruhrelnrichtung so abgestimmt, dafl eine 
Umwatzung des Kulturmediums mit einem hohen Austausch des Mediums im Bereich der Membran 
erreicht wird. 

55 Oben'aschenderweise ergibt sich bei diesem einfachen Verfahren ein ausreichend guter Austausch zwi- 
schen Nahrmedium und Kulturmedium. Durch die offene Anordnung der Membran im Innern des Bioreak- 
tors gibt es keine engen Kanale, in denen es zu einer Verstopfung durch die Zellen Oder die 
BweiBbestandteile des Mediums kommen konnte. 



4 



0 224 800 



Statt des Hohlfaserdialysators kann auch eine andere Membrangestaltung, wenn auch weniger bevor- 
zugt, in geeigneter Welse im innem des Bioreaktors angeordnet sein. 

Die Erfindung erzielt vor allem folgende Vorteile: 
-Die Zeddichte ist annahernd 10 mal so gro0 wie bei den klassischen Suspensionskulturverfahren in 
5 Bioreaktoren. Sie wird in etwas acht Tagen en-eicht und nahert sich asymptotisch einem Maximalwert (Rgur 
1 c). d.h. es kommt nicht zu einem Abfafl der Zelldichte nach Erreichen des' Maximums. Infolgedessen ist 
es nicht notwendig, den Kuitivationsvorgang standig zu Gberwachen. urn den optimalen Zeitpunkt fur die 
Ernte der Zellen festzuiegen. Die Konzentrationen der NMhrstoffe und der toxischen Abfallprodukte sind 
nahezu konstant und konnen sehr gut optimiert werden. 
10 -Die Produktausbeuten sind -insbesondere wegen der liohen Zelldichten -bis zu 30 mal so hoch wie bei den 
klassischen Verfahren. 

•Es wird sehr viel weniger Kulturmedium verbraucht. Infolgedessen wird in hohem MaBe insbesondere 
Serum gespart. Auch dies hSngt teilweise mit der hohen Zelldichte zusammen, weil die gleiche Kulturme- 
dlummenge bei dem erfindungsgemaflen Verfahren zur Produktion einer sehr viel groiJeren Menge an 
1$ Zellen und Zellprodukten ausreicht. Hinzu kommt. dafl, wie erwShnt. das Serum im Gegensatz zu den ge- 
schilderten Perfusionsverfahren wahrend eines Ansatzes nicht emeuert Oder erganzt werden mufl. Lediglich 
die wesentlich kostengunstigeren NShrstoffe werden verbraucht 

- Gegenuber den oben envahnten neuen Verfahren (Zellzucht auf kOnstlichen Kapillaren, Einkapselung in 
Membrankapseln). die teilweise ebenfalls eine recht hohe Zelldichte erreichen. ist die Erfirxiung vor allem 

20 dadurch uberlegen. dafl in dem Bioreaktor die Umweltbedingungen sehr genau erfaflt und geregeit werden 
konnen. So laflt sich beispielsweise der pH-Wert und der Sauerstoffpartialdruck standig messen und 
entsprechend korrigieren. Wegen der Homogenitat der Suspension in dem Bioreaktor sind die Werte 
Oberall naherungsweise gleich. Auflerdem ist das erfindungsgemSBe Verfahren bestechend einfach. Die 
Investitionsaufwendungen sind verhailnismaflig gering, die Moglichkeiten des Up-scaling sind sehr gut und 

25 es mOssen keine aufwendigen zusStzlichen Verfahrensschritte, wie beispielsweise beim EInkapseIn ergriffen 
werden. 

Die Erfindung und die mit ihr erzielbaren Vorteile werden im folgenden anhand von 
AusfUhrungsbeispielen. die in den Rguren 2 und 3 dargestellt sind, nSher eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 a bis Rg. 1 c die zeitliche Entwicklung der Zelldichte in verschiedenen Suspensionszellkulturen 
30 im Bioreaktor etwa im gleichen Maflstab, und zwar Rg. 1 a fOr einen einfachen Batch-Betrieb. Rg. 1 b fOr 
den Betrieb mit kontinuierlicher Zufuhr von Kulturmedium (Chemostat) und Rg. 1 c fOr das erfindungs- 
gemafle Verfahren. 

Rg. 2 eine schematische Darstellung einer erfindungsgemaflen Vorrichtung. bei der sich ein Dialysa- 
tor mit der Membran auflerhalb des Bioreaktors befindet. 

35 Fig. 3 eine schematische Darstellung einer erfindungsgematen Vorrichtung, bei der sich die Mem- 

bran im Bioreaktor befindet. 

Der in Rg.2 dargestelle Bioreaktor 10 Ist mit einem Kulturmedium 12 gefOlIt Dieses Kulturmedium 
enthSIt hochmolekulare Eiweiflbestandteile. insbesondere Seren wie z.B. fotales Kalberserum. Zur Homoge- 
nisiemng des Kulturmediums ist eine RUhreinrichtung 14 vorgesehen. Diese besteht im wesentlichen aus 

40 einem Motor 16. einer die Reaktonwand durchdringenden Achse 18 und an dieser befestigten 
RQhrelementen 20. Die RDhrelemente 20 sind bevorzugt schlffsschraubenartig gestaitet (sogenannte 
Schiffsschraubenimpeller). Eine derartige Form von RQhrelementen. die sich durch abgenjndete Begren- 
zungslinien und eine von au6en nach Innen kontinuierllch zunehmende Stelgung des Anstellwinkels der 
ROhrblStter auszeichnet. hat sich als besonders geeignet erwlesen. um den fUr die Erfindung notwendigen 

45 Grad der Homogenisiemng des Kulturmediums zu erreichen, ohne die SuBerst empfindlichen Zellen der 
Kultur zu beschadigen. 

Der Innenraum des Bioreaktors 10 ist Uber Leitungen 22 und 24 mit einem Dialysator 26 verbunden. 
Die schematische Darstellung zeigt einen Hohlfaserdialysator. wie er bevorzugt zur Anwendung kommt. Er 
ist Shnlich aufgebaut wie dies bei Dialysatoren fOr die Blutdialyse (sogenannte kunstliche Niere) ubiich ist. 

so Man erkennt in der Zelchnung an beiden Enden des Dialysators je einen Anschluflkopf 30. Die Hohlfasem 
28 verlaufen zwischen den Anschluflkopfen. Die Anschluflkopfe sind so gestaitet. dafl die offenen Enden 
der Hohlfasern mit den Anschluflstutzen 32 und 33 fOr das OiaJysat in hydraulischer Verblndung stehen. Die 
Innenraume aller Hohlfasem und die VerbindungskanSle bis zu den Anschluflstutzen' biWen also einen 
miteinander verbundenen ersten Raum 34. den man auch als Dialysatraum bezeichnen kann. Dieser ist 

55 vollig getrennt von einem auf der AuBenseite der Hohlfasem gebildeten zweiten Raum 36. durch den das 
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Kuiturmedium stromt Er wird im wesentllchen durch die bevorzugt etwa zylinderformige Wandung 38 des 
Dialysators 26 und durch did auBeren OberflMchen der Hohlfasem 28 begrenzt. Nahere Angaben, wie ein 
derartiger Dialysator beispielsweise aufgebaut sein kann. sind der europSischen Patentanmeldung mit der 
Publikationsnummer 39 055 zu entnehmen. die einen Blutdialysator betrifft. 

5 Das Kuiturmedium wird mitlels einer Pumpe 40 Dber die Leitung 22 dem beschriebenen zweiten Raum 
36 des Dialysators zugefQhrt. stromt an der dem Kuiturmedium zugeordneten Seite der Dialysemembran 
entiang und fiieBt Qber die Leitung 24 in den Bioreaktor 10 zurUck. 

In einem Nahrmediumtank 42 befindet sich Nahrmedium 44. Dieses besteht aus erner geeigneten 
TragerflOssigkelt und verschiedenen niedermolekularen Bestandteilen. die fur die Emahrung der Zellen 

TO benotigt werden. Hierzu gehoren Glucose. Vitamine, Aminosauren und Mineralien. Mittels einer Pumpe 46 
wird Nafirmedium Qber die Leitung 48 dem Dialysatraum 34 des Dialysators 26 zugefuhrt. Dort durchstrSmt 
es die Holilfasem 28 und flieflt durch die Leitung 50 in den Nahrmediumtank 42 zurUck. 

Das Nahrmedium 44 in dem Nahrmediumtank 42 wird ausreichend haufig erneuert Oder erganzt. 6aB 
die gewDnschte Nahrstoffkonzentratton auf der Nahrmediumseite der Dialysemembran aufrechterhalten 

75 bleibt. Dies kann entweder dadurch realisiert sein. daB der Nihrmediumtank 42 so groB ist, da6 die im 
Laufe eines Kultivationsvorganges sich einstellende Anderung der Nahrstoffkonzentration nicht stort Oder 
das Kultunnedium kann wahrend eines Kultivationsvorganges erneuert werden. Auch eine kontinuierliche 
Zufuhr von Nahrstoffen, die die Konzentration in dem Nahrmediumtank 42 aufrechterhalt, kann vorteilhafl 
sein. 

20 Statt der dargestelKen Betriebsweise kann ein Hohlfaserdialysator auch so in die beiden Kreislaufe fur 
das Nahrmedium einerseits und das Kultunmedium andererserts eingeschaltet sein. dafl das Kuiturmedium 
durch das Innere der Hohlfasem flieBt wahrend das Nahrmedium deren Aufienseite umspult Diese Losung 
ist jedoch weniger bevorzugt. weil die Gefahr einer Verstopfung der Hohlfasem durch die Zellen besteht. 
Statt eines Hohlfaserdialysators kann auch ein anderer bekannter Dialysatortyp verwendet werden. In 

25 jedem Fall ist wesentlich, daB der erste Raum des Dialysators fur das NShrmedium und der zwelte Raum 
des Dialysators fur das Kultumiedium, die selbs^erstandiich voilkommen gegeneinander getrennt sein 
mOssen. so da0 ein Austausch nur Qber die Dialysemembran m6glich ist, so gestaltet sind. daB die 
notwendige Austauschflache sichergestellt ist. Bevorzugt liegt die Austauschflache fOr das erfindungs- 
gemMBe Verfahren zwischen 0.01 m* je Liter Kuiturmedium und 0,3 m^ je Liter Kuiturmedium, besonders 

30 bevorzugt zwischen 0,03 m' und 0,2 m* je Uter Kuiturmedium. AuBerdem muB der StrSmungsverlauf 
insbesondere in dem vom Kuiturmedium durchstrSmten zweiten Raum 36 so sein, daB die Zellen ntrgends 
zu einer Verstopfung fOhren kdnnen und das Kuiturmedium den Raum mdglichst glattflSchig durchstrdmen 
kann. 

Die Dialysemembran kann aus einer Vielzahl fOr derartige Zwecke bekannter Materialen hergestellt sein. 

35 Bekannt sind insbesondere Zelluloseacetat. Acrylcopolymere und Polysulfonfasern. Besonders bevorzugt 
fur die Erflndung sind Fasern aus Cupraammonium Rayon.Wesentlich ist, daB die f^embran fOr die 
niedermolekularen NShrstoffe durchlassig, fUr die hochmolekularen EiwelBsubstanzen des Kulturmediums 
aber undurchlSssig ist. Praktisch bewahrt hat sich eine Membran mit einer DurchlaBgrenze (molecular cut- 
off) bei einem Moiekulargewicht von etwa 10 000, Jedoch kann auch eine Membran mit einer Durch- 

40 laBgrenze von 100 000 ]e nach Einsatzsfall zweckmMBig sein. 

Der Bioreaktor ist mit Etnrichtungen zur Oberwachung und Konstanthaltung der Umweltbedingungen fOr 
die Zellen in dem Kuiturmedium 12 versehen. Insbesondere sind Sensoren fUr den pH-Wert. den Sauer- 
stoffpartialdruck und die Temperatur in dem Bioreaktor 10 vorhanden. Sle sind in der Zeichnung in ihrer 
Gesamtheit mit 52 bezeichnet. Zu den Einrichtungen zur Oberwachung und Konstanthaltung der Umweltbe- 

45 dingungen gehfiren weiterhin eine Leitung zur Zufuhr von Gasen 54. durch die insbesondere Sauerstoff 
zugefQhrt wird und eine Leitung 56 zur Zufuhr von Sauren und/oder Laugen, mit deren Hilfe der pH-Wert 
kontrolilert wird. Diese Bnrichtungen sind fUr Suspensionskulturen in Bioreaktoren allgemein bekannt. Die 
vorliegende Erfindung zelchnet sich jedoch besonders dadurch aus, daB sie nicht nur wie bei den 
bekannten Bioreaktoren eine sehr genaue Kontrolle der Temperatur, des Sauerstoffpartlaldruckes und des 

60 pH-Werte enmdglicht, sondern daB gleichzeitig auch die Konzentrationen der Nahrstoffe und der Abfallpro- 
dukte der Zellen gut kontrolliert und weitgehend konstant in einem Bereich gehalten werden konnen. der ein 
optimales Zellwachstum ermdglicht. 

Rgur 3 zelgt eine besonders bevorzugte AusfOhrungsform einer erfindungsgemaBen Vorrichtung, die 
sich gegenOber der in Rgur 2 dargestellten AusfOhrungsform dadurch unterscheldet, daB die semiper- 

55 meable Membran in dem Bioreaktor angeordnet ist. In dieser Zeichnung sind die entsprechenden Teile 
jeweils mit der gleichen Nummer wie bei Rgur 2 bezeichnet. jedoch mit einem zusSitzlichen Strich. 
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Bei dieser AusfOhrungsform der Erfindung werden Membranhohlfasem 28' verwendet. die zwischen den 
beiden Anschlufikopfen 30' Innerhalb des Bioreaktors 10' frei gespannt sind und einen DIalysator 26' bilden, 
dessen Hohlfaserbundel jedoch nicht von einer GehSusewandung umgeben ist. Die Anschluflkopfe 30' sind 
mittels eIner geeigneten Halterung 60' an der Wand 62* des Bioreaktors 10' befestigt. Wie bei der 
Ausfuhrungsform nach Figur 2 bilden auch hier die Leitung 48'. der Dialysatraum 34' (der durch die 
Hohlraume in den Anschlufikopfen 30' und die Innenraume der Hohlfasem 28* gebildet wird) und die 
Leitung 50' einen geschlossenen Kreislauf fur das Nahmrtedium 44'. Ein Austausch zwischen dem 
NShrmedium 44' und dem Kulturmedium 12' in dem Bioreaktor 10* ist nur Ober die aJs Dialysemembran 
wirkenden Wande der Hohlfasem 2& moglich. 

Bei dieser Ausfuhrungsform wird das Kulturmedium nicht in einem geschlossenen Kreislauf dem fOr das 
Kulturmedium vorgesehenen zweiten Raum des Dialysators zugefuhrt, sondem es wird in dem Bioreaktor 
so umgewaizt. 6bQ es im Bereich der Umgebung des Dialysators 26' standig in Bewegung ist und an der 
Dialysemembran vorbeigefuhrt wird. Der zweite Raum des Dialysators ist also in diesem Fall kein abge- 
schlossener Raum. sondern bildet einen nicht abgegrenzten Teil des Innenraums des Bioreaktors 10'. 
Oberraschendenveise fOhrt ein derartig einfacher Aufbau zu einem ausgezeichneten Ergebnis. Bnerseits ist 
der Austausch der Nahrstoffe und der Abfallstoffe Qber die Dialysemembran so gut, dai3 deren Konzentra- 
tion in dem Bioreaktor weitgehend konstant im optimalen Bereich gehalten werden kann. Andererseits 
werden die mit einer Ausfuhrungsform nach Figur 2 mogiicherweise zu beobachtenden Probleme einer 
Verstopfung der Leitungen fur das Kulturmedium bei dieser AusfOhrungsform zuverlSssig vermieden. 

Die erfindungsgemafle Vorrichtung wird bevorzugt In folgender Weise betrieben: 

Das Kulturmedium wird zusammen mit einer Ausgangskultur der Zellen in den Bioreaktor gefullt und 
dieser wird verschlossen. Auch der Nahrstofftank wird mit Nahrmedium gefullt und verschlossen. Danach 
werden die Pumpen und Ruhreinrichtungen sowie die Einrichtungen zum Kontrollieren der Umweltbedin- 
gungen in Betrieb gesetzt. so daiS der Kuitivationsvorgang ablaufen kann. WShrend des Kultivationsvorgan- 
ges mufl die Aniage lediglich Oberwacht und dafur Sorge getragen werden. daS die Nahrstoffkonzentration 
in der weiter oben beschriebenen Weise aufrechterhalten wird, 

Wahrend des Betriebs stromt an der Membran des Dialysators einerseits das Nahrmedium. anderer- 
seits das Kulturmedium mit kontrotlierter Geschwindigkeit vorbei. Die niedermolekularen Bestandteile beider 
Medien werden Ober die Dialysemembran ausgetauscht. Die Geschwindigkeit. mit der dabei einerseits 
Nahrstoffe aus dem Nahrmedium in das Kulturmedium und andererseits Abfallprodukte der Zellen aus dem 
Kulturmedium in das NShrmedium Ubertreten. ist bekanntermaton von den Konzentrationen der entspre- 
chenden Stoffe auf den. beiden Seiten der Membran und der Membranflache abhSngig. Die Stoffkonzentra- 
tionen auf beiden Seiten hangen wiederum von den Ausgangskonzentrationen in dem Reservoiren. also 
einerseits in dem Bioreaktor und andererseits in dem Nahrmediumvorrat sowie von der Geschwindigkeit ab, 
mit der die Medien an der Membran vort)eistr6men. Aufgrund dieser be.kannten Zusammenhange ist es 
jedem Fachmann moglich, die Einzelheiten so einzustellen, dafl wShrend der Kultivierung die 
NShrstoffkonzentration und die Abfalistoffkonzentration in dem Kulturmedium im Bioreaktor im optimalen 
Bereich liegen. Nach einer Aniaufphase stellt sich bei entspirechender Abstimmung ein stationMrer Zustand 
ein, in dem sowohl die NShrstoffkonzentration als auch die Abfallkonzentration im wesentlichen konstant 
sind. 

Da, wie erwahnt, auch die Qbrigen Umweltbedingungen im optimalen Bereich konstant gehalten werden, 
wachst die Zeilkultur in der in Rgur 1 c dargestellten Weise heran, bis die Zelidichte einen Maximalwert 
enreicht der weit h5her ist als bei den bekannten Kultivterungsverfahren. Dieser Wert bleibt im wesentlichen 
konstant. Wenn er errelcht wird, kann der Bioreaktor gedffnet und die Zeilkultur in bekannter Weise geerntet 
werden. 

In Tabelle 1 werden die Ergebnisse, die sich mit dem erfindungsgemaflen Verfahren und einer 
entsprechenden Vorrichtung erzielen lassen. mit den Ergebnissen der Zellkultivierung in einer Bioreaktor- 
Suspensionskultur. die im Batch*Betrieb ohne Diatysator betrieben wurde. vergtichen. Die Ergebnisse sind 
fQr vier verschiedene Hybridomazellinien angegeben. Man erkennt aus der Tabelle, dafl je nach Zelltyp eine 
Verbesserung der maximalen Zelidichte zwischen etwa einem Faktor 6 und einem Faktor 12 erreicht wird. 
Die maximale Antikorperkonzentration in der Kultur wird noch erheblich stSrker verbessert, nSmlich um 
einen Faktor 12 bis zu einem Faktor von mehr als 30. 
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maximale Zelldichte Maximale Antikfirper- 

konzentration 
[Anzahl pro ml] [ug pro ml] 



Zellinie Ursprung bekannte erfin- bekannte erfin- 

(Batch) dungsgem. (Batch) dungsgem. 

Bioreak- Bioreak- Bioreak- Bioreak- 

tor-Kultur tor-Kultur tor-Kultur tor-Kultur 

1. Maus 10^ 6 X 10^ 20 300 

2. Mensch l.S x 10^ 2 x 10^ 0.3 11 

3. Mensch 1.5 x 10^ 10^ 0.5 13 

4. Mensch 1.5 x 10^ 10^ 0.8 10 



Anspriiche 

1. Verfahren zum Kuttivieren von Zellen. bei dem eine Zelikultur in einem Reaktor unter kontroHierten 
Umweltbedingungen in einem Kultufmedium mittels einer Ruhreinrichtung in weitgehend homogener Su- 
spension gehalten wird, Nahrstoffe fur die Zellen zugefOhrt und Abfallprodukte der Zellen abgefOhrt werden. 
gekennzeichnet durch die Kombination folgender MaBnahmen: 

Es wird ein von dem Kulturmedium getrenntes Nahrmedium verwendet, das in einem von dem Kulturme- 
dium durch eine semipermeable Membran getrennten Stromungsweg in einem Kreistauf strdmt. wobei die 
Membran so ausgelegt ist, dafi sie fQr die NShrstoffe und die Abfallprodukte der Zellen durchlSssig ist. fQr 
die hdhermolekularen Bestandteile des Kulturmediums aber undurchlassig ist; 

an der einen Seite der Membran wird das Kulturmedium mil den Zellen vorbeigefOhrt, an der anderen Seite 
der Membran wird das die Nahrstoffe enthaltende Nahrmedium vorbeigefOhrt. 

so daO Nahrstoffe aus dem Nahnnedium durch die Membran in das Kulturmedium gelangen und Abfall- 
stoffe aus dem Kulturmedium in das Nahrmedium gelangen. 

2. Verfahren nach Anspnjch 1, dadurch gekennzeichnet. da£ die Membran innerhalb des Reaktors 
angeordnet ist und das Kulturmedium dadurch an ihr vorbeigefUhrt wird, daB es in dem Reaktorraum 
umgewalzt wird. 

3. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, dai3 die Membran in Fonn 
von Hohlfasem ausgebildet ist. diirch deren innenraum das Nahrmedium gepumpt wird. 

4. Von'ichtung zum Kultivieren von Zellen mit einem Reaktor (10). der Einrichtungen (52, 54. 56, 57) 
zum Kontrollieren bestimmter Umweltbedingungen und eine RQhreinrichtung (16, 18) fUr ein in seinem 
Innenraum befindliches Kulturmedium (12) aufweist, dadurch gekennzeichnet, da/} 

eine semipermeable Membran vorgesehen ist, die einen ersten Raum (34) und einen zweiten Raum (36) 
voneinander trennt, 

der erste Raum (34) mit einem Vorrat an Nahrmedium (44) Cber eine ZufUhrungsleitung (48) und eine 
RUckfOhrungsleitung (50) verbunden ist. der zweite Raum (36) mit dem Innenraum des Reaktors verbunden 
ist und 

Einrichtungen zum ZufOhren des Nahrmediums (44) von dem Vonrat an Nahrmedien Uber die 
ZufUhrungsleitung (48) zu dem ersten Raum (34) und zum RUckfOhren von dem ersten Raum (34) Qber die 
ROckfUhrungsleitung (50) zu dem Von-at und zum Vorbeifuhren des Kulturmediums (12) an der dem ersten 
Raum gegenUberliegenden Seite der Membran vorgesehen sind. 
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5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet dafl die Membran in Form von Hohlfasem - 
(28) ausgebitdet rst. 

6. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 4 Oder 5, dadurch gekennzeichnet. dafl die Membran in dem 
Reaktor (10) angeordnet ist, wobei der erste Raum ein Teil des Innenraumes des Reaktors (10) ist 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 4 -6, dadurch gekennzeichnet, dafl die AustauschflSche des 
Dialysators mindestens 0.01 m'/i Kulturmedium und hochstens 0.3 m'/! Kulturmedium. bevorzugt minde- 
stens 0,03 m'/l Kulturmedium und hQchstens 0,2 m'/l Kulturmedium, betragt. 

8. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 4 -7, dadurch gekennzeichnet dafl die ROhreinrichtung 
mindestens einen Schiffsschraubenimpeller (20) einschlieflt. 



0 224 800 




0 224 800 




